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生体内 に お け る急性白血病細胞 の 細胞回 転を解析す る 目 的 で , チ ミ ジ ン の 同族体 で あ る ブ ロ モ デ オ キ シ ウ リ ジ ン
(br o m ode o xyu ridin e, Brd U) と そ の モ ノ ク P - ナ ル 抗体 (m o n oclo n ala ntibody, MoA b) を 恥､て , フ ロ ー サ イ トメ トリ ー (flow
CytO m etry･ F C M) 法に よ る 検討を行 っ た ･ 細胞増殖動態の 指標と して 骨髄中の 急性白 血病細胞 の , D N A合成期 (syntheti｡
phas e, S 期)比率 を表す Brd U標識率 (Brd U-1abeling inde x, Brd U L I), D N A合成期時間 (the dur atio n of synthetic pha se,
Ts)お よ び理論的倍化時間(the pote ntial do ubling tim e, Tpot) を選び 解析 した . 対象ほ 一 本研究の 主旨 に 同意の 得 られ た , 急
性白血病患者22例 で あ る･ Brd U-LI を測定す るた め , 化学療法施行前 に 200rng/m2 の Brd Uを 一 度に 静脈内投与 した 後 , 30分
後に 骨髄細胞を採取 した ･ 細 胞を - 20 ℃の 70% 冷エ タ ノ ー ル で 固定 し , 2 N塩 酸で D N A変性処理 を行 っ た 軋 抗 B,d U
MoA bを用 い て 免疫螢光抗体法間接法 に よ り染色 した ･ さ らに , プ ロ ビ デ ィ ウ ム ･ ア イ オ ダイ ド(propidiu m iodide, PI) に て
染色 し, F C M(E PIC S-C S) を 用い て Brd Uの 標 識細胞 お よ び そ の D N A量 の 分布 を同時に 測達 した . 対象 と した2 2例 の
Brd u LI ほ2･4%か ら18･2%, 平均値1 0･4%で あ り D N Aヒ ス ト グ ラ ム か ら計算 され た S期細胞比率 よ り有意に 低値 で あ っ た .
こ の 差は S 期に 相当する D N A量を 有 しな が ら D N A合成 を行 っ て い な い , い わ ゆ る quie sc e nt(S｡)細胞の 存在 に 起因 して い
ると考 え られ た ･ Brd U投与30分後 の 標識率 (Brd U-LI･1) に 加 え て , 1 回 目の 骨髄穿刺後 に 再び 200m g/m 2 の Brd U を150分
か け て 持続点滴 し , 2 回 目の 骨 髄穿刺 を 行 い , 1 回 目 の Brd U 投与 か ら持続点滴終了 ま で の 間 に 増 加 し た 標識率
(Brd U-LI･2) を測定 した ･ Ts と Tpot ほ こ の 2 匝】の Brd U-L= 臥 すなわ ち Brd U-L ト1と Brd U-LI･2 を プ ロ ッ ト する こ と に
よ っ て 得 られ た 回帰直線 をもと に 算出さ れ た ･ こ れ らの 結果は , 他 の 方法に よ り算定 され た 値と ほ ぼ 一 致 し て い た . Brd U-LI
と 化学療法効果 お よ び再発と の 相関 に つ い て 検討 した と こ ろ , 完全寛解(c o mplete r e mis sio n, CR)到達群の 標識率ほ非寛解
(failur e) 群の 標識率 よ り有意 に 低か っ た ･ ま た , 再発 (r elaps e)群の 初回 治療前の 標識率ほ , 寛解維持群の 標識率に 比べ 高い 傾
向に あ っ た が , 有意 な差は な か っ た ･ F C Mに よ る Brd U標識と D N A量の 同時測定ほ , 生体内に おけ る細胞 回転の 指標 を ,
従来の 方法 よ りも正 確に 簡便か つ 迅速 に 解析 でき る有用な方法 で ある .
Key w ords acute le uke mia･ brom ode o xyuridin e, C ellcycle, flo w cyto metry, S phas e
腫瘍を特徴づける最大の 性質 ほ細胞の 異常増殖であ り, そ の
発育速度や増殖動態の 解析 は 巨 踵瘍の 基礎的研究の み な らず臨
床上も治療法の 決乱 予後 の 推定 な ど に 極め て 有 用 で ある .
1960年代よ りオ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ ー が 普及 し, ト リ チ ウ ム チ
ミジ ン(tritiatedthymidin e,3H l
､
d R) を 軌 ､た 細胞増殖動態の 研
究が盛ん に な り, 種 々 の 腫瘍に つ い て 細 胞増殖動態 の 解析が試
みられ た1 ト3)
. しか し , こ の 方法ほ 解析に 長時間を要す る上 に ,
放射性同位元素を用 い るた め に さ ま ざま な制約 があり , 個 々 の
腫瘍に つ い て の 検討結果を臨床に 利用す る こ と ほ不 可 能で あ っ
た
･ ま た , 白血病 に お い て は , 各々 の 腰瘍細胞が 血 液中に 遊離
した状態に あり , 検体 の 採取が容易 で , しか も大量の 細胞を解
析できる た め 比較的検討 が進ん で い る . しか し , 生体 内(in
Vivo) に お け る 白血 病細胞 の 増殖動態 を解析す る た め に ほ ,
≠TdR な どの 放射性同位元素で 標識 した 核酸前駆物質 を直接
A bbreviation s ‥A L L, a Cute lympho cytic leuke mia;
myelom o n o cytic le ukemia; A MoL, aC ute m O nOCytic
体内に 住人 する こ と が必 要で あり , 生体 へ の 影響を 考慮 し , 一
部の 報告 を除 い て 生体外 (i□ Vitr o) で 検討 され て い たに すぎな
か っ た
3 ト 7■■
1981年 , Gratz n erら8-9}に よ りチ ミ ジ ン の 同 族体で あ る ブ ロ モ
手オ キ シ ウ リ ジ ン (bro m ode o xyuridin e, Brd U) に 対する モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 (m o n oclo nal a ntibody, MoA b) が 開発 さ れ ,
D N A合成期 (synthetic phas e, S 期) に 存在す る細胞 を容易に
同定できる よ う に な っ た . Brd Uは取 り込 まれ た細胞の 放射線
に 対する感受性が高ま る こ と か ら , 臨床上 放射線増感剤 と して
脳腫瘍, 頭頸部腫瘍の 治療に 用 い られ て い る薬剤 で あ る刷 . 本
剤ほ 直接生体内 へ の 投与が 可能 で ある こ と か ら , これ を用 い て
白血病 を は じめ とす る各種腫瘍 の 生体内で の 増殖動態 の 解析が
可能 に な っ た ‖ト 13)
Brd Uと それ に 対する M oA b を用 い て 行 う細胞増殖動態の 解
A M L, a C ute myelogen eou sleuke mia; A M MoL; a c ute
le ukemia; AP L, a Cute prO myelo cytic le uke mia; A U L,
aC ute un classified le ukemia; Brd U･ br o m ode o xyuridine; Brd U-LI, Brd U-labeling inde x; C R, C O mplete
remissio n; C V, COeffic e nt of v ariatio n; FA B, Frre n ch- Am eric a n-British clasific atio n; F C M, flo w cytom etry ;
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析法 と して は , 免疫紅織化学的方法
12) と 螢光抗体法 に よ る フ
ロ p サ イ ト メ ト リ ー (flo w cyto m etry, F C M) 法
相15)
とが あ る . 前
者は各 々 の 細胞を 直接顕徴鏡下 で 観察 し な が ら計測す る た め
に 日 経瘍細胞と 正 常細胞の 区別が容易であ り, 細胞 数の 少な い
検体や , 腫瘍細胞 の 占め る割合 の 低 い 検体に も利尉でき る . 特
に 急性白血病 では , 正 常骨髄細胞 に 混 じ っ て , 少数の 白血 病細
胞 しか 見られ な い 例 (低比率白血病), あ るい ほ 骨髄 が低形成で
ある た め に 一 定量 の 細胞 の 採取 が で きな い 例(低形成性白血
病) での 解析に ほ免疫紅織化学的方法は極 めて 有用 で ある
1 6ト 18)
こ れ に 対 し後者は , - 一 度に 大量 の 細胞に つ い て 迅速 に 処 理 , 解
析が 可能 で あり , 急性白血 病の で充分な細胞数が得 られ , 有核
細胞 の 大部分 が白血病細胞で占め ら れ て い る場合 の 解析 に ほ 優
れ た方法 で ある .
F C Mに 用 い る機器ほ1968年 に 開発さ れ た が , そ の 測定速度
ほ早く , また 測定精度 は高く ∴画期的な装置 と い え る
1 g)
. こ れ
まで の F C Mに 関す る報告ほ , 細胞動態の 一 時点 の み を と ら え
た もの が 多か っ た が , Brd U お よ びこ れ の M oA bの 出現に よ り
連続的に 細胞動態 を と ら え る こ と が 可 能 と な っ た . 本 研究 で
ほ ▲ 白血 病細胞 の 増殖動態 を生体内で解析する方法を開発す る
目的で , 未治療の 急性白血病患者 に Brd Uを 経静脈的 に 投与
し, 骨髄中の 白血 病細胞 の 本剤 に よ る 標識率(Brd U-1abelim g
index, BrdU- LI)を F C Mを用 い て測定 した . さ ら に , 本剤を -
野
定時間持続点滴静脈す る こ と に よ り , D N A合成期時間 (the
du r atio n of synthetic phas e, Ts) お よ び 理論的倍化時間(the
pote ntial do ulingtim e, Tpot)の 算定が 可 能 で あ るか 否か を検討
した ･ さ ら に , 得 られ た結果 と治療効果と の 関連性に つ いても
検討 した .
対象 および方法
Ⅰ . 対 象
1 . Brd U に よ る標識率を測定 した 症例
末治療 の 急性白血病患者22例を 対象と して , Brd Uに よる標
識率を求め た . 年齢は1 6才か ら79才で , 男性12例, 女性10例で
あ る . 病 塾 は 急 性 骨髄 性 白 血 病 (a c ute myeloge ne ous
le ukemia, A M L) 6例(Fr e n ch-A m eric an-British cIassification
(F A B分類), 全例 M 2; うち r efr a ctory an e mia with exc ess
Of bla sts, R A E B か らの 移行例 1例), 急 性前骨髄球性白血病
(a c ute pr o myelo cytic le uke mia, A P L) (F A B分類 M 3) 3凧
急 性骨髄 単 球性 白 血 病 (a c ute myelo m o n o cytic le ukemia.
A M MoL) (F A B分類 M 4) 4 例 , 急性 単球性 白 血病(ac ute
m o n o cyticle uke mia, A MoL)(F A B分煩 M 5a) 2例, 急性ワ ン
パ 性白血病(a c utelym pho cyticle uke mia, A L L) 6例(F AB分
額 L1 2例 , L 2 4例), 分 類 不 能 の 急 性 白 血 病 (ac ute
u n clas sified le uke mia, A U L)1 例で あ っ た . 診断時 の 末梢血中
Tablel. Patie nt char a cteristics, C ell k inetic s a nd clinic alo utc o m e
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A M L(M 2)
A M L(M 2)
A M L(M 2)






R A E B(
3)→ A M L(M 2) 57.O
A P L【
一〉(M 3) 94.4
AP L (M 3) 96.4
A P L(M 3) 99.O
A M MoL@)(M 4) 100.
A M MoL (M 4)
A M MoL (M 4)
A M MoL (M 4)
A MoL脚(M 5a)
A MoL (M 5a)
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A L L(L 2)
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A L L(L 2)












































































N D(11) C R(I 2)
N D C R
ll.7 F
(13)
13.7 C R→ relapse
13.2 F
8.8 C R
5. 9 C R
8. 3 CR







15.2 C R→ relaps e
26.7 C R→ r elaps e
21.2 F






(1), Fr e n ch-Aerica n-British cla ssific atio n; (2), a C ute myelogen e o u sle uke mia; (3), refr a cto ry a n e mia with e x c ess of
blasts;(4), Ac ute pro myelo cytic le ukemia;(5), aC ute myelom o n o cytic le ukemia;(6), a C ute m O n O Cytic le ukemia;(7)･
a c ute lym pho cytic le uke mia;(8), a C ute u n Cla ssified leukemia;(9), bo n e m a rro w; (10), Synthetic pha s e; (11)･ n Ot
do n e;(12), C O mPlete r e missio n;(1 3), fai1ure.
3H- T d R, tritiated thymidin e; Go, the z erogr o wth phas e; G
l
, the first gr o wth phas e; G
2
, the se c o nd growth
pha se; M, mitotic-pha se; M oA b, m O n O Clo n al a ntibody ;P B S, phosphate-buffer ed s alin e; PI, prOpidiurn
iodide; R A E B, r efra ctory an e mia with e x c ess of blasts; S, Synthetic phase; Tpot, the pote ntial do ubling
tim e; Ts, the duration of synthetic pha se
急性白血病細胞 の 細胞回転
の白血病細胞数 は , 全く認め られ なか っ た 例か ら 1× 10ソ〟l 個
以上出現 して い た例 ま で さ まざま で あ っ た . 骨髄の 有核細胞数
は1例(症例13) の み 低形成 で あ っ たが 全例 lxlO
7
個以上 の 単
核球を採取でき た ･ 骨髄中の 白血 病細胞 の 比率ほ ▲ 57.0%か ら
108%の 間に あり , 白血 病細胞の 占め る比率が高く (8 0% 以上)
最も測定に 適 した 症例は16例で あ っ た (衷1).
2 . Brd U に よる標識率を生体内と生体外 で測定 した 症例
8Td Uに よ る標識率 を測定 した22例中 , 生体内に 加 え て 生体
外に お ける 標識率も測定 した 症例 は ▲ 急 性 リ ン パ 性 白 血 病
(F AB 分類 Ll)の 1 例(症例17例)で , 骨髄中の 白血 病細胞比率
は96.8%で あ っ た (表1).
3 . 細胞動態 の パ ラ メ ー タ ー を解析 した 症例
BrdU の 標識率 を測定 した22例中, Ts お よ び Tpot の賃 定を
試みたの は症例 9(A P L), 症例15(M 5a), 症例21(L 2)の 3例で
あっ た . 3例 の 骨髄中の 白血病細胞比率ほ99.0～ 99.5%で , ほ
ぼ均 一 に 白血病細胞 で 占め られ て い た (表1 およ び表2).
Ⅰ . 方 法
1. Brd Uの 投 与方法 お よび 骨髄採取
患者お よ びそ の 家族に 本研究の 主旨お よび 目的を 十分に 説明
し了解を得 た上 で , Brd U(ラ ジ バ ッ ド⑧ , 注射 軋 武 田薬品工
業, 東京) を生理食塩水に 溶解 し , Raz a ら12) の 報告 に 従 い ,
200mg/m2 を 一 度 に 静脈内投与 した (パ ル ス ラ ベ リ ン グ (pulse
labeling) ). 本 剤 投与3 0分後 に 骨髄 穿刺 を 行 い , 僚 識 率
(Brd U-LI) を測定 した . 細胞動態 の パ ラ メ ー タ ー を算 定 し た 3
症例に つ い ては , こ れ を 標識率 の 1(Brd U-LI･1)と した . 1 回
目の骨髄穿刺後 , 生理食塩水500mlに 溶解 した 同量 の Brd U を
150分か けて 持続点滴静江 した . 点滴終了 後 に 2 回 目の 骨髄穿
刺を行 っ て , 標識率の 2(Brd U-LI･2) の 測定 の 試料と した . こ
れま での 報告に よ る と
20)
, 白血 病細胞 の 第 二 間期(the se c o nd
gro wthphas e, G2期) はほ ぼ 3時間と され て い る . D N A合成期
時間を算定す るた め に ほ , 本割に よ る 標識率 の 増加 が 投与開始
後の時間経過と 正 相関 して い る必 要が ある . した が っ て 標識細
胞が分裂期(mitotic pha se, M 期)に 移行 しな い よう に , 1 回 目
の BrdU 投与か ち 2回 目 の 持続点滴投与終了 ま で の 時間 は1 80
分と し , こ の 時間内で の 標識率の 増加を観察 した . 骨髄液ほ 単
核球が1×107個以上 含 まれ る よ う に 採取量を調節 した . 生体外
での解析を行 っ た 1症例 (症例17)に つ い て は , あらか じめ 採取
した骨髄細胞に 10FLM の Brd U を37 ℃ で30分間取 り込ま せ , 以
下の操作を生体内投与群 と同様に 行 っ た .
3 . Brd U/D N A二 重染色
FC Mで白血 病細胞 の 解析が 可 能か検討する ため に , 細胞処
理法を Dolbe ar eら14)の 方法をも とに 急性前骨髄球性白 血病 の
培養株で ある H L-60 を用い て 予備実験 を行 い , こ の 結 果以下
の手順で 採取 した骨髄液 を処理 した ( 囲1).
1) 細胞の 分離 ･ 保存
採取 した 骨髄液 よ り 直 ち に Ficol-Hypaqu e(リ ン ホ プ レ ッ
プ⑳)(Nyega ard, Oslo, Nor w ay)に て単核球 を分離 し , 分離 した
単核球を リ ン 酸 緩衝生理食塩液 (pho sphate-buffer ed s alin e,
pB S)にて 3 回洗浄 し た . 洗浄 した 細胞 に - 20 ℃冷70% エ タ
ノ ー ル を加え, 30分以上 固定 し, 測定 ま で冷蔵庫に 4 ℃で保存
した.
2) D N Aの 変性(de n atu r atio n)
固定 した細胞を P B Sで 2 回洗浄 し, 2 N H Cl を据押 しな がら
添加し, 20分間室温で作用 させ た . こ の 処理 に よ り , 二 重鎖
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D N Aの 一 部が 単鎖 D N Aに 変性 し D N Aの 中に取 り込 まれ て い
る Brd Uを露出 させ , MoA b と結合 しやすく した . 次 の 段階で
の 抗原抗体反応に は核内の pH が中性に 近 い こ と が望 ま しい た
め に , 塩酸を 中和す る目的 で 0.1 M無水 ホ ウ酸ナ ト リ ウ ム (0.1
M Na2 B4 0T)(pH 8.5) を10分間作用 させ た 紺 .
3) 第一 抗体に よ る処理
P B Sで 2回洗浄 した 後, 0.5%Tw e e n20(Sigm a, St. Lo uis,
U･S･A) 加P B Sに ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (D A K O, Glostr up,
De n m ark)を0･5%と な るようかこ混合 した液に , 1×108個の 細胞
を 懸濁 さ せ , 非特 異的抗体 の 結合を防止 し た . こ の 懸濁液
450pl に 1 0倍 に 希釈 し た マ ウ ス 抗 Brd U･ MoAb (Be cto n
D ickin s o n, Califor nia, U･S･A)を 50pl混合 し , 100倍希釈と して
室温 で 1 時間作用 させた .
4) 第二 抗体に よ る染色
P B Sで 3 回洗浄した 後, 100倍 に 希釈 した螢光イ ソ チ オ シ ア
ネ ー ト 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG 抗 体 (FI TC-C O njugated
a nti-m O u SegO atim m u n oglobulin G) (Co ulter, Flo rida, U.S.A)
を 添カ目し, 室温暗所で30分間反応 させ , 免疫発光抗体間接法に
よ り染色 した . な お , 抗 Brd U抗体を作用 させ ない で 同様 の 処
理 を 施 した細胞を対照 と した .
5) D N A染色
P B Sで 3 回 洗浄 し た 後 , 1500 U/ml の R N A分解 酵素
(Sigm a) を加 え , 37 ℃で 30分間反応 さ せ R N Aの 消化 を 行 っ
た . P B Sで 3 回洗浄 し , 20〟g/mlの プ ロ ビ デ ィ ウ ム ･ ア イ オ ダ
Aspiratio n of bo n e marr o w c e[ls after BrdU administration
l
Preparation ･Of m o n o n u clearc ells by Fic oト Hypaqu e
1w ashingin P BS(1)
Fixatio nin cold 70 %ethanol for m o r etha n2 hr
lWaShing ln P B S
Denatu ratjo nin 2 N- H C L fo r20 min
J
Ne utraliz atio nin O.1 M Na2B407 fo rl Omin
lW a Shing ln P B S
･lnc ubation with anti- Brd U MoA己2)(1:1 0 0)f｡, 1 h, at
l Xl O㌔el[s/W ell
lWaShing In PBS
In c ubation with F 汀C- OnJugated goat antトmouse lgG
Ab(1:10 0)fo｢ 3 0min
lW a Shing ln P B S
lnc ubation with R Nase (1 5 00 U /mり fo r30 min at 3 7 ℃
lWaShing ln P BS
Stain ed withpropidiu miodide(2 0JJg/ml)for 3 0min
l
An alys-S With flow cytom eto ry
F ig. 1. Biv a riate BrdU/D N Ac o nte nt staining pr ocedur e
u sing anti-BrdU m o n o clo n ala ntibody byflo w cyto metry.
(1), pho shate-buffer ed s aline;(2), m O n O Clo n ala ntibody.
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イ ド(propidiu miodide,PI)(Sigrn a) を室温暗所 で30分反応 させ
て 二 重鎖部分の D N A染色を行 っ た . 染色軋 40FLm の ナ イ ロ
ン メ ッ シ ュ で 細胞を濾過 し∴細胞浮遊液と した ･
3 . F C Mに よ る Brd Uの 標識率 の 測定お よ び D N Aヒ ス ト
グ ラ ム に よ る細胞回転解析
測定装置 ほ E PIC S,C Sシ ス テ ム (Co ulter Ele ctr o nic sInc ･･
Florida, U.S.A) 用 い た . FI T C と PI はア ル ゴ ン レ
ー ザ ー
488n m で 励起 され , それ ぞれ 560n m の シ ョ
ー ト パ ス フ ィ ル
タ ー と 590n m の ロ ン グ パ ス フ ィ ル タ
ー で , Brd U蛍 光量 と
D N A量を 同時に測定 した (tw opar a m et r a n alysis)･ な お , あ
ら か じめ 標識粒 子 に て , 変 動 係数 (c o effic e nt of v ariatio n,
C V) 億が2.0以下 と な る よ う に 調整 し た . 解析 か ら破砕細胞
(c e11 debris)や 二 乱 三重連結細胞(do ublets,triplets)を 除去す
る ため に , 適 当な範囲で の ゲ ー ト設定が な された ･ D N Aヒ ス
ト グ ラ ム に よ る 細胞 回転解析(o n epara m et r a n alysis) は
E PICS- C S シ ス テ ム の コ ン ビ ュ
M タ 一 に 内蔵 さ れ た , Br u c e
Bagw ellの 方法
22)を 用い て行 い , 各期にある細 胞の 比率 を解析 し
0 1 2 3
; Ts-･ ･･-- ･･--･--;Labeling tjm e(hr)
Fig. 2. T he r elatio n ship betw ee n Brd U
-1abeling inde x
(Brd U-LI) a nd labeling tim e. T he duration of D N A
synthe sis tim e(Ts) c a nbe estim ated fro m the r egre s sio n
lin e obtain ed by ploting Brd U
-LI･1 a nd Brd U-LI･2
again st labeling tim e. T he slope of this r egr e ssio nlin e
indic a仁e sthe rate of c e11s e nte ring into S phas eperhr.
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た . Brd U-LI とは標識細胞の 全解析細胞 に 対す る割合(%)であ
り , 1検体 に つ き 1 ～ 3×10
4 個 の 細胞 に つ い て 解析 した .
4 . Ts お よ び Tpot の計算
増殖相に ある各 々 の 白血 病細胞の 各時期の 長 さに 差が なく,
こ れ らの 細胞 は 同期 して お らず , か つ Brd Uの 投与中白血病細
胞の 数は 一 定と 仮定する こ と に よ り D N A合成期時間を次の式




こ こ で は LI
*
は Brd U投与直後(0時間) の 標識率を 示 し. Rほ
単位時間当た り に D N A合成期 に 移入 す る細胞 の 割合(%) を示
して い る . しか し, 実際上 は投与直後の Brd じLIを測定するこ
とほ 不 可能 で ある の で , 標識率 の 1 お よび 2 を プロ ッ トするこ
とに よ り , 回 帰直線(r egre ssio nlin e)を得 , Ts を算定 した(図
2). Tpot は 以下 の 式 に よ っ て 求め た
2欄 )
Tpot(days)= [(Ts/Brd U-L ト1)×100]/24
5 . Brd U-LI と化学療法効果お よ び再発と の 相関
Brd U-LI と完全寛解 (c o mplete r e missio n, C R)到達群および
再発(relaps e) 群と の 相関関係を W ilc o x o nの 順位和検定で 検討
した .
成 績
L Brd ロ/D N A二 重染色の染色パ タ ー ン
生体 内に お け る白血 病細胞の 増殖動態 の 解析に先だ ち , 急性
前骨髄球性白血病の 培養株である H L-60 を用い て 染色性を検
討 した . X 軸に 相対的 D N A畳 を , Y 軸に Brd Uの 螢光量をと
り ヒ ス ト グ ラ ム を作製 した . Brd U陽性細胞は ｢逆 U字型｣
15}あ
るい は ｢馬蹄型｣ 26)と 表現され る よ う に 分布 し , Brd Uの 螢光量
ほ D N A合成期中期 で 最大 であ っ た . ま た , 標識細胞 と非増殖
期 (the z er ogr owth pha se, G｡ 期)+第 ～ 間期 (thefirstgro wth
phas e, Gl 期) (G｡+ Gl 期) お よび 第 二 間期 + 分裂期 (G2+M
期) に ある細胞 と は 明瞭 に 区別 できた . HI;60の Brd U-LI は約




Fig.3. T hr e edim e n sio ndistributio n s of H し60c ellsin c orpor ating Brd Ua nd D N Ac o nte nt
l Brd U-LIw as abo ut60 %･
急性白血病細胞 の 細胞回転
BrdUに よ り生体内で標識され た 白血 病細胞に お い て も , 染
色性は同様に 良好 であ っ た (図4).
Ⅲ . BrdU に よ る標識率 と I)N A ヒ ス トグ ラ ム に よ るS期比
率の解析結果
22例の 骨髄中白血病細胞の Brd U生体内投与 に よ る標識率
は , 2 . 4 ～ 18 . 2% (平 均± 標 準 偏 差 (m e a nj=Sta n adard
deviatio n), 10.4 ±4.2% )で あ っ た (表1 お よ び図5). 生体内お よ
び生体外の 両方で 標識率 を測定でき た症例17の 生体内で の 標識
率ほ7.5% , 生体外 で の そ れほ7.3% で差 がな か っ た .
20例に つ い て PIの 単染色に よ る D N Aヒ ス ト グ ラ ムか ら求
めた D N A合成期に ある細胞 の 比率(S期比率) を算定 した 結
果, 5.9 ～ 32.7% (14 .9±6 .6%) で あ っ た (表1 お よび 図5).










































た S期比率が Brd U-L I よ りも高い 例が 多く , なか に ほ20% 以上
の 差 を認め た もの もあ っ た ｡ 両群間 に は 危険率 5%以 下 で 統計
学上有意な差 を認め た (図 5).
症例 ごと に PIに よ る D NA ヒ ス ト グ ラ ム と Brd U/D N A二
重染色を比較す る . 症例11で は , DN A量が S 期に 相当す る ほ
と ん どの 細胞 で BrdU の 取 り込み が 認め られ て お り, 標識率ほ
18･2% , D N Aヒ ス ト グ ラ ム に よ る S期比率は16.2%で 両者 は
ほ ぼ 一 致 した値 で あ っ たが (図6), 症例18で は , D N A異数体
(D N Aan e uploidy) を認め る とと もに , D N A畳は S期 に 相当 し
て い なが ら, Brd U を取 り込 んで い な い , すな わ ち D N A合成を
行 っ て い な い quie sc e nt 細胞 (S｡ C ells) の 存在が 認め られ た .
Brd U-LI ほ1 5･8% , D N Aヒ ス ト グ ラ ム に よ る S 期比率 ほ




















D N Ac onte nt
(relative Pl inte n sity)
Fig･4･ Sequ e ntiala n alysis of c ell kin etics after adm inistratio n of BrdU･ D N Ac o nte nt distributio n s sho w ed a n e uploidpattern s
30min a王ter ad ministratio n of Brd U(A) (B)･ Tw oho ur after administratio n of Brdu Brd U-labeledc ells e nter ed･into G 2 Mphas e
(C)･ Fou rho u rs after administr atio n of Brd U, a Part Ofthelabeled c ells w as r e cogniz ed re cycling into GoGt pha se(D).
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Ⅲ . Ts お よび Tpot の算定結果
細胞動態の パ ラ メ ー タ ー を 解析す るた め に , 2 回 目の Brd U
の 静脈内投与を行 っ た 3例の Ts は そ れ ぞれ , 21･6, 13･5お よ
び33.9時間で あ っ た . 同 じく Tpot は10.7, 6 ･8 およ び8･5日 で
あ っ た (表2).
































Brd U- LI D NA histogr a m
(mea n±SD:1 0･ 4±4･2) (m e an±S D; 1 4.9 ±6.6)
Fig. 5. Distributio n sof S phas efr a ctio n a c c ording to the
Brd U-LIa nd the D NA histogr a m. S pha s efr a ctio n s
c alc ulated fr om DN A histogr a m w e rehighertha nthos e of
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野
Ⅳ . BrdU - LIと 化学療法効果 および再発 との 関係
22例中, C R到達群は12例 , 54.5% で , 化学療法死 を含めた
非寛解(Failur e) 群は10例 , 45･5% で あ っ た ･ Brd U-LI と化学療
法効果と の 関係で は I C R到達群 の 標識率 が危険率 5% 以下で
有意に 低値 で あ っ た ( 図8 ).
再発は 4例 , 33.3脚 こ認 め たが , 寛解を 維持 して い る群の標
識率と の 間に は統計上有意 な差 ほ なか っ た (因9).
Ⅴ . Brd U の副作用
今回 の 22例25回 の 静 脈内投与 で は t 自覚 的 に も他覚的にも
Brd Uに よ る と考 え られ る急性 の 副作用 は 全く認め られ な か っ
た . また 現在生存中の 症例に つ い て も , 本剤 に よ るもの と思わ
れ る異常所見 の 発現を認め て い な い .
考 察
腫瘍細胞 の 最大 の 特徴は異常増殖性に あ り, そ の 増殖動態は
組織学的悪性度 , 治療方針 お よ び効果 , 予後と 密接 に関係する
と さ れ て い る . こ れ ま で に , 脳腰瘍2T), 胃癌11), 子宮内膜癌28},
肝細胞痛
2g)
, 泌尿器 系悪性腫瘍30)な ど種 々 の 悪性腫瘍砿 つ いて ,
増殖動態の 検討が な さ れ て い る . 急性白血 病に お い ても, 白血
病細胞の 増殖動態ほ , 治療 計画 を決定す る上 で , 愚老年齢, 全
身状態 , 白血 病の 病型お よ び 白血病細胞 の 比率な どと ともに極
めて 重要な要素の 一 つ に な っ て い る . 増殖動態 の 解析結果を臨
床的 に 利用す るた め に ほ , 解析 が迅速か つ 正 確 に 行わ なければ
な らな い . Yo shida ら
31)は , 迅速 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー
(r apid a utor adiogr aphy) 法を 用 い て 早 期 に 白 血 病細胞 の
3H-T d Rの 標 識率(labelinginde x)を 知り , 標識率 の 高さ に よっ
て治療法 を変 え , 良好な寛解率 を得 て い る . Raz aら
ほ)も, S期
に参る細胞が多く , Ts の 短い 例は 増殖が盛ん で あると 推定し,


















D N Ac o ntent
(re]ativ e P) inten sity)
Fig, 6･ Biv ariate distributio n s of Brd Ua nd D N Acontent(A), a nd D N A histogra n(B)in patieムt ll. Mo st c e11s with S phase
D N Ac o nte ntin c orpor ated Brd U.
急性白血病細胞の 細胞 回転
ある細胞が少なく t Ts の 長い 例 で ほ , 治療 の 開始 を 延期す る
かある い は少量の 抗白血病剤の 長期 に わ た る投与を推奨 して い
る . さ らに 現在使用 され て い る抗腫瘍剤 の ほ と ん どが 特定 の 増
殖期に ある細胞に 効果を 示 す
32) こ とか ら , こ の 効果を 増幅す る
ために , 大竹 ら抑 ほ 成人急性非リ ン パ 性白血 病 に 対 し , S期 細
胞の 比率 を参考 に し な が ら , S 期 へ の 部 分同調 (partial
syn chro nizatio n) を導入 した化学療法を行い , 良好 な 治療成績
をあげて い る . こ の よ うに , 細胞回 転の 各相の 細胞比率 な らび
に通過時間を正確に 解析す る こ と は , 化学療法剤の 選択や感受
性を予測す る上 で極 め て 有用 で ある .
腫瘍細胞の 増殖動態 を解析す る方法と して ほ - これ まで ▲ 専
ら ラ ジ オ ア イ ソ ト
ー プ で 標 識 さ れ た 核酸前駆物質 で あ る
3H-T dRあるい は ト リ チ ウ ム ウリ ジ ン (
3
H-uridin e) を 用い て の
オ ー ト ラ ジオ グラ フ ィ ー
3 州 が 行わ れ て きた . しか し , こ れ らの
方法は ラ ジオ ア イ ソ ト ー プを 使用す る た め施設に 制限があ り,
また安全性に問題が あるた め に , 対象も限 られ たもの で しか な
かっ た . さ らに , 方法 に よ っ て は結果 を得 る ま で に 数週間もか
かり,
一 般的に 臨床 で 応用 で き る も の で は な か っ た . 一 方 ,
FC M法は , 大量 の 細胸を 迅速に 解析 で き る と い う利点を持ち ,






















て い る . F C Mに よ る解析に は , こ れ ま で は , 細胞 の D N A含有
量か ら ヒ ス ト グ ラ ム を 作製 し, コ ン ピ ュ ー タ ー 処理 に よ っ て ,
仮 の D N A分布を想定 し, 各 D N A量の 細胞 の 螢光強度は ガ ウ
ス 分布 に 従うと して , 理 論的に 細胞集団全体 の 螢光分布を計算
す る方法が行われてきた . 計 算方法 に は さ ま ざま な も の が あ
る3 … 7)が , い づ れ の 方法に して も理論的問題 が残 され て お り,
正 確 さ と い う 面で 満足 の ゆ くもの で ほ なか っ た . 1 98 1年 ,
Brd Uに 対す る MoA b が開発 され8} , 市販 され る ように な っ た た
め に , Brd U を用 い て 免疫組織化学的方法38) あ る い ほ F C M
法14)39)に よ り , 簡便に ま た迅速に D N A合成期に ある細胞 を測定
で き るよ う に な っ た . ま た , Brd U は直接生体内に 投与 可能 で
あ る こ と か ら , 生体内で の 細胞増殖動態の 解析が 可 能 と な っ
た .
本研究で は , Brd Uを用 い て . 急性白血病 に おけ る白血 病細
胞の 生体内で の 増殖動態の 解析が可 能で ある か否 か を検討する
た め に , 本剤に よ る標識率を測定 した . ま た ∴酎d Uの 1 回 静
脈内投与に よ る白血 病細胞の 標識の 後 , 再び 本剤 を 一 定時間持
続点滴 し, こ の 間の 標識率の 増加よ り Ts な らび に Tpot を 求
め る 方法 を考案 し , そ の 有用 性 に つ き検討 した . さ ら に ,
Brd U-LIの 高低と C R到達群お よび 再発群と の 相関関係に つ い
Table2. Cell kin etic par a m et rs of le ukemic c ells in bo n e m arro w s


















(1), D N Asynthe sis tim e;(2), POtetial do ubling tim e. To c alc ulate Tpot fr o m
the e xperim e ntally dete rmin ed LIa nd Ts, a Ste ady state c o nditon for c ells




















D N Ac o nte nt
(r elativ e P[ inte n sity)
Fig･7･ Biv ariate distributio n s of Brd Ua nd D N Ac o nte nt(A), and D N A histogram (B)in patie nt1 8. A la rge n u mbe r of c e11s
WithS phas eDN Ac o nte nt didnotin c o rpor ate Brd U.
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て も検討 した . 本研究 で は ‥ 患者 あるい ほ 家族 に 十分な説明を
し, 同意を 得た 上 で 本剤の 投与を行 っ て い る が , D N Aに 影 響
を 与え る薬剤で あり , 直接生体内に 投与する こ と に よ り生 じる
副作用 に つ い て 十分 に 考慮 しなけ れ ばな らな い . Brd U ほ, す
で に 放射線増感剤 と して 製剤化 され て お り, 脳腫瘍や 頭頸部腫
瘍に対 して 用 い られ
18)
, 特 に 脳外科領域で ほ , Brd U と, 代謝抵
抗剤の 持続的動脈内投与を併用 した 放射線療法 (Brd u Antim-
etabolite-C O ntinu ou sintra-arterialinfu sio n-Radiatio n ther ap y,
BAR 療法) と して よく用い られ , 総量 1 5g か ら 50g の 大量が
血管内ある い は脳 室内に 投与され て い る . そ の 際の 副作用 と し
て ほ , 一 過性 の 爪 の 変形お よ び軽度 の 白血 球減少以外 , 特記す
べ きも の は 報告 さ れ て い な い 40 卜 42). 本 研 究 で の 投 与 量 ほ
200m g/m2 と 極め て 少量で , しか も短期間であ り, 本剤 に よ る
と 思わ れ る副作用 は全く認め な か っ た . また , Ric c ardiら25)も
総量 500mg の 生体内投与を行 っ て い るが , 特に 副作用 を認め





ほ BrdU な どの ハ ロ ビ リ ミ ジ ン (halop yri mi din e)誘導体を
高濃度(5恥M 以上)で長時間(細胞世代時間以上) 細胞に 与 え る
と , 突然変異 の 出現 が増加す る と述べ て い る . しか し, 200m g/
m
2
, 1時 間の 静脈内投与 で は血 中濃度 8〟M 程度 に しか な ら な
い と推定 され45), こ の 点で も安全性 に は 問題が な い と 考 え られ
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Fig. 8. T he r elatio n ship of Brd U-LI betw e e nC R- enter ed
patie nts a nd failu re o n es. T he v alu es of Brd U-LIof
C R-entered patie nts w er elo w ertha nthos e of fa.ilu r e o n e s
(signi王ic a ntly different by W ilcox o nt te st ;p< 0.05). - ,
m e a nvalu e.
次 に , Brd U-LI を求め るた め の 本剤の 投与方法に つ い てであ
る が , 本研究 では 第 1 回の 本剤投与後, 骨髄穿刺に よ り検体を
得 る ま で の 時 間を30分 と した ■ Brd U が血 中に長時間残存した
場合 に は ▲ 投与か ら検体採取 ま で の 間に Gl 期か ら S 期に 移行
してきた 細胞 が , 次 々 に 標識 され て しまい , 実際の S期細胞比
率 よ り高く測定 され て しまう可 能性があ る . しか し , Brd Uの
生体内代謝を み る と , 静脈 内投与後体循環 に 入 る と肝にお いて
速や か に脱 プ ロ ム 化 を受け , 10分後に ほ 血 中濃度ほ10% 以下と
な る と され て い る
46)
. こ の よ うに Brd Uの 血 中半減期ほ極めて
短く , 1回 の 静脈内投与(o n e shot) に よ り , ほ ぼ そ の 瞬間にS
期に ある細胞 を標識 (puls elabeling) する こ と に な ると考えら
れ , 投与後検体採取 ま で の30分間の 準備時間ほ , 測定結束に影
響を与えない と推定 され る .
Brd Uの 投与量ほ よ Raz a ら1 2) の 報 告 に 従 い , 1 回 200mg/
m
2と した . 投 与量は , 測定値に影響 しな い 最低量 とする ことが
望 ま しい が , 同 一 症例に つ い て 投与量 を変更 して行う こと ほ困
難 で あ り ,
■
検 討 して い な い . な お , Raz aら47)ほ ! 1 回畳を
1 00m g/m2 に 減量 して 検討 し, 200mg/m 2投与 の 標識率 とほぼ
一 致 した 結果であ っ た と 報告 して お り, 減量 できうる可能性を
示 唆 して い る .
Brd U標識細胞の 検出法と して ほ , F C M法 と 免疫覿織化学的
方法があ る . 後者は , 採取 で き る細胞数 の 少ない 低形成性白血
病や , 白血 病細胞の 占め る割合の 少な い , 低比 率白血病および
骨髄異形成症候群な どに お い て , 個 々 の 腫瘍細胞 を同定しなが
ら , 標識率を 算定す る場合に 有効 で , すで に Nakam u raら18)
が , 本研究 と 同様の 投与法に よ る生体内の 白血 病細胞動態につ
き検討 し, 臨床応用 が 可 能 で あ る こ と を 報告 して い る . しか
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Fig,9. T he relatio n ship of Brd U-LI betw e e nC R- m aintained
patie nts a nd r elaps ed on e s. T he v alu e s of Brd U-LI in
r elaps ed patie nts tended to be higher tha n those i
n
R- m aintain ed on e s, altho ugh the diffe re n c e w as- nOt
Signific a ntly differ e nt(N S) by W ilc o x o nt test. - , m ean
v alu e.
急性白血病細胞 の 細胞 回転
めに , 算定細胞個数 に 限度があり , 同 一 症例 で の 標識率に バ ラ
ッキを生 じかね な い . ま た , D N Aの 定量 は 困難 であ るた め に ,
D NA の 量的な検討は 不 可 能で ある .
一 方 , F C M法は 骨髄中の
白血病細胞比率が高く ▲ ほ ぼ均
一 に 増殖 して い る症例で , 骨髄
有核細胞が 1×10
7
個 以上 回収で き る場合 に ほ 極め て 有用 で , 一
度に 大量の 細胞に つ い て 数十分以内に , 正 確 に 計測が 可能 で あ
る. さ らに , D N Aを 半定量的に 測定 で き るた め に , D N A異数
体な どの D N Aの 量的異常も同時に解析 でき る
48)
. 本研究 で は ,
これらの 特徴を 利用 して F C M法に よ る Brd U/D N A二 重染色
によ る細胞回転各相 の 解析 を行 っ た .
抗 Brd U抗体を作用 させ るた め に ほ , 細胞 内二 重鎖 D N Aを
単鎖化する必要があり , 塩酸に よ る D N A変性処理(de n atu ra-
tio n)が 必要である . こ れに 対 して , PI ほ二 重鎖 D N Aに 結合
するた めに , すべ て の D N Aを 単鎖化 して しま うと 二 重染色ほ
不可能とな る . こ の ため , 塩酸処理 ほ 2 N
25)あ るい は 4 N48) で 行
われて い るが , 本研究で は 2 N で処理 を した . 本研究 に 先だ っ
て, 急性前骨髄球性白血病 の 培養株 で あ る , H し60細胞を用い
て染色性に つ い て の 検討を 行 っ た が , Brd U標識細胞 は ｢逆 U
字型｣ ある い は ｢馬蹄型｣ と 表現され る形態 を示 して 分布 L ,
細胞回転各相 の 識別ほ明瞭であ り, 標識率 ほ これ まで の 報告に
ほぼ 一 致 して 約60% で あ っ た50) . さ らに , Brd U を生体内投与 し
た症例の 染色性も良好で , 標識細胞 の 螢光強度ほ S 期中期で 最
大とな り, S期の 識別ほ 容易で あ っ た . した が っ て , 今回 用 い
た染色方法 は十分に 測定に 使用 でき るも の と考え られ た .
これ ま で に報告 され て い る種 々 の 方法 での , 急性白血病細胞
における骨髄中の S 期細胞比率 は以下の 通 り で あ る . 3H-T d R
を用い た オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ ィ 一 法 に よ る生体内で の 検討 で
は, 太E那 は2.4 から1 3.5% , 土屋 ら加)ほ0.4 か ら1 4.6%に 分布 し
てい る と 報告 し , か な り の 個体差 があ っ た と 述 べ て い る .
Raza ら-
2)ほ 急性白血病患者に 初め て Brd Uを 生体内に 投与 し,
検討し た が , 標 識率 は 3 か ら1 1% で あ っ た . ま た , Ric c ardi
ら
紬 の BrdU に よ る 生体内で の 検 討で ほ , 標 識率 は0. 9か ら
11. 7% で あ っ た . 本 研 究 で 得 ら れ た Brd U-LI は2. 4 から
18･2%, 平均値10.4%で あり , こ れ ま で の 報 告と ほ ぼ 一 致 した
結果であ っ た . Raz aら-2)は Brdい LIに つ い て 生体内と生体外
投与で検討 し, 両者 に 差は な か っ た 報告 して い る . 本研究 で は
1例の み で は あるが , 生 体内投与の 標識率 は7.5% , 生 体外投
与でほ7.3% で両 者に 差 は な か っ た . こ の 結 果か ら ▲ 標 識率 の
みを求め る場合 に は , 生体に 影響を与 え な い 生体外投与でも可
能と考えられ た .
F CM 法砿 よ る細胞回転ほ , 従 軋 核酸 に 親和性の 強い Plや
エ チ ジ ウ ム ･ ブ ロ マ イ ドな どを用 い て染色 し , D N Aヒ ス ト グ
ラ ムを作製 して , そ の D N A分布か ら作図あ るい は シ ュ ミ レ ー
ショ ン に よ り理 論計算34 ト 37)を 行う こ と に よ っ て 解 析 され て き
た･ こ の 方法で は , 第 一 間期後期(1ate GI期)と DNA 合成期初
期(e arly S期), お よ び D N A合成期後期(1ate S期) と第 二 間
期初期(e arly G2期)の 区別 が困難 で あ り , また , 図7 に 示す よ
うに DN A量は S期 に相当 して い て も, Brd Uを 取 り込 ん で い
ない ･ すな わ ち D N A合成 を行 っ て い な い 細 胞(quie s c ent, S｡
Cells)が存在 して い るな ど , 実際 の 白血 病細胞の 増殖動態 を 正
馳 解析できる と い えな い . 大山ら51)は , 胃癌細胞 を用 い て 検
討し一 Brd U-LI と D N Aヒ ス ト グ ラ ム に よ る D N A合成期細胞
比率と の間に ほ相関が な く , 前者に quie s c e nt 細胞を 加え ると
梱 が認められ た と述 べ て い る . C｡11y ら52)の D N Aヒス ト グ ラ
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ム に よ る D N A合成期細胞比率でも6.7%か ら25. 2% と 他 の 報
告 よ りほ 高め で , か な りの 個 体差 を認め て い る . 本 研 究 の
D N Aヒ ス ト グ ラ ム か ら求めた D N A合成期比率 ほ , 5.9%か ら
32.7%で , Brd U-LI よ り有意に 高く , 個体差も大き( , こ れ ま
で の 報告 と同 じよ うに 本法の 限界を示 す結果 であ っ た .
細胞 回転 に お い て Ts の 長 さは , S期細胞 の 比率 とと もに細
胞 の 増殖鰭 を示 す良い 指標 で ある . また ! 臨床で 使用され る抗
腫瘍剤の 多くほ D N A合成阻害剤で ある た め に , 投与期間の 設
定 お よ び効果の 予測に , Ts の 測定は 極め て 有用 で ある . Ts の
算定法 の ひと つ と して , 核 D NA 標識細胞が経時的に 変化 して
い く過程 を追跡する方法がある . Cla rkso nら3) はか っ て , 急性
白 血病症例に 3H-T d R を投与 し , オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ 一 法に
よ り標識細胞の 変化を観察 し, 生体内の 細胞 回転時間を測定 し
た ･ しか し, こ の 方法 は測定ま でに 数週間を要 し, 頻回 の 骨髄
穿刺が必要なた め に , 実用 的と はい え な か っ た . Beg gら53)は ,
S 期 に あ る細胞 の G2 M 期 へ の 移動率が 一 定で ある と仮定 し ,
そ の 移動率か ら Ts を 算出す る, 移動追跡法を考案 した . こ の
方法ほ t l 回の 検体採取で算出でき るた め に , 複数回 の 検体採
取が困難な , 固形痛な どの 場合に は 掛 こ有効で ある25). しか し,
1 回の み の 測定値か ら算出で あるた め に , 得 られ た 結果は予測
値に すぎない と い う欠点がある . もう 一 つ の 方法は , 標識物質
を 一 定時間細胞 に 作用 させ て , そ の 取 り込み 量の 増加に よ り算
出す る方法である . Sa sakiら23) ほ , 培養細胞株に Brd U を一 定
時間持続的に 接触 させ , こ の 間の 標識率 の 増加率 か ら Ts を 算
出す る方法を報告 して い る . 本研究で は , 白 血病と い う比較的
検体が採取 しや すい 腫瘍細胞を取 り扱 っ て お り, ま た生体内に
お け る細胞動態の よ り正確 な解析を行 うた め に , Sas akiら2 31の
方法 を用 い て 検討 した . 標識率の 増加 を知 るた め に 行 う骨髄穿
刺は , 2 回が 限度であり , 本研究で は 2点間の 標識率の 変化か
ら解析 を試み た . すな わ ち , Brd Uの 1 回静脈内投与に よ る標
識率(Brd U,L ト1) と, そ の 後1 50分か けて 再び Brd U を持続点滴
した 後 に 得 られ た標識率 (Brd ULL ト2) を グラ フ 上 に プ ロ ッ ト
し , 回帰 直線に よ り Ts を･算定 した . こ の 方法 で は 仁 第1 回 目
の Brd U投与に よ り標識さ れ た細胞が分裂期に 入 る前に 2 回目
の 投 与が 終了 し, 2 回目 の 骨髄穿刺を施行する必 要が ある . 本
研究で は , 白血 病細胞 の G2期が 約18 0分で あると い う これ ま で
の 報告3)20)を 参考 に して , 1 回 目の 投与開始か ら , 2回 目 の 投与
終了 まで の 時間を180分と定 め た . ま た , こ の 方法 で Ts を求め
るた め に は , 個 々 の 細胞 で 各増殖相 を通過す る時間に 差 が な
く , しか も180分の 間に , 非増殖相も含め た 名相 の 細胞数 に も
変化が な い と仮定する必 要が あ り54)ま 本研究 で も こ の よ う な 仮
定に 基づ い て 算定 した . Ts が 算出 され ると , Brd U-LIに よ っ て
Tpot が計算可 能で あ っ た2
4)25)
こ の 方法 に よ っ て 得 られ た , 急性白血 病 3例の Ts ほ13.5,
21.6 お よび3
. 9時間 であ り , Tpot は それ ぞれ6.8, 10.7 お よび
8･5日 で あ っ た . これ らの 結果ほ , こ れ ま で の 報告 と 概ね 一 致
した 値 とな っ て い る4)20). 本研究 に よ っ て 得 られ た 生体内に お け
る Brd U-LI, Ts お よ び Tpot の結果 よ り急性白血病細胞の 細胞
増殖動態を検討す る と , 個体差 が大き い もの の , 正常骨髄細胞
に 比 べ て S 期に ある細胞の 比率 は橡め て 低く , そ の 通過時間も
か な り長く , 細胸回 転時間も長 い こ と が 明 らか と な っ た . こ の
こ とか ら, 白血 病細胞の 増殖力ほ弱く , 寿命 の 長 い 異常細胞 の
蓄横 が増殖動態か ら見た 白血 病 の特徴 で あ る こ と が 確認 され
た .
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最後に , 本研究で 対象と した , 急性白血病未治療症例22例 の
化学療法効果お よび 再 発と の 関係に つ い て 検 討す る . Brd U-LI
と C R到達の 有無と の 関係で ほ , 危険率5 %以下 で C R到達群
の 標識率が有意に 低か っ た . 再発群は 4例 と例数も少 なく , 有
意な差は な か っ た が , 寛解 を維持 して い る群 に比 べ て , 初 回治
療前 の 標識率は や や 高い 傾向 に あ っ た . 前述 した よ う に , 抗腫
瘍剤 の 多くは S 期に 作用す る こ とか ら, S期細胞 の 比率 ほ直接
治療効果と結び つ き, 寛 解率 , 予後 と も関係す る と 推定 され
る . Hille n ら55)は S 期細胞 の 多 い 比例は高率に 寛解に 達 した と
報告 して い るが , 一 方 Ric c ardi ら
25)は S 期細胞比率の 低い 症例
が , 化学療法の 反応性 が有意 に 良好 で あ っ た と報告 して い る .
しか しDo sikら
56} は S 期細胞比率 の 多寡は細胞の 減少効果 と は
関連する が , 寛解 率や 予後 とは 関連が な い と して お り , 一 定 し
た見解が得 られ て い な い . 本研究 で は , Brd U-LIの 低い 群で 寛
解率が高か っ た が , 非寛解群に ほ 化学療法後の 骨髄低形成に よ
る感染症死の 例な ども含 まれ て お り , 必ず しも抗腫瘍剤の 感受
性 の み を 直接反映 して い るも の で は な く t 今後の 検討課題 と考
え られ る .
以上 , 本研究は Brd U と その MoA b を用 い て F C Mに よ る
に 二 重染色法 , お よび Brd Uの 2 回標識法に よ る Ts と Tpot
の 測定 に よ り , 生体内に お ける 白血 病細胞の 増殖動態の 解析を
行 っ た 最初の も の で あ り , こ の よう な解析が 正 確 に 行え る こ と
が確認 された . 今後 , 急性白血病 の 化学療法期間の 設定や , 再
発 , な らび に 薬剤感受性の 検討な どを行う上 で ∴直接生体内で
の 増殖動態を解析でき る本法は , 応用範囲も広く , 有用 な手段
に な るもの と考 え られ る .
結 論
骨髄中の 急性白血病 の 細胞増殖動態を , 生体 内で 解析す るた
め に チ ミ ジ ン の 同族体であ る Brd U とその MoA b を用い て ,
F C M法に よ り検討 した . 対象は , 急 性白血 病 の 未治療症例 で ,
細胞増殖動態 の 指標 と して , Brd U-LI, Ts お よ び Tpot の 3 つ
を 選び , こ れ ら の 計測 お よび 算定に つ い て検討 し, 以下 の 結果
を得 た .
1 , Brd U-LIの 測定 の た 捌 こ , 本剤 200mg/m2 を 一 度 に 静脈
内投与 し, 30分後に 骨髄穿刺を施行 し, 抗 Brd U抗体を 用 い て
免疫螢光抗体間療法 に よ っ て 染色 した . 同時に PIに よ る 二 重
染色を行 い , FCM に よ っ て ヒ ス ト グ ラ ム を作成 した . こ の 方
法 に より BrdU 標識細胸 と , 細胞 回転各相 と の 区別 は 明 瞭 で
あ っ た . ま た , D N A量は S 期に ある が , 本 剤に よ り 標識 され な
い 細胞(quie s c e nt, S｡ C ells)の 区別も容易 で あ っ た .
2 . 対象と した22例の Brd U-LI ほ, 2.4 から18.2% , 平均値
で10.4%で あ り , こ れ ま で の 報告 と ほ ぼ 一 致 す る 結果 で あ っ
た .
3 . Ts と Tpot を算定す るた め に , 1回 目 の 骨髄穿刺後再び
Brd U 200m g/m 2 を 持続点滴 し, 1 回 目の 投与1 80分後 に 2回 目
の 骨髄穿刺を行 い , 標識率の 増加 を測定 した . 今回検討 した 3
例の Ts は1 3.5, 21.6, 33.9時間 で , Tpot は そ れ ぞれ6. 8,
10.7, 8.5日 で あり , こ れ まで の 報告 とほ ぼ 一 致 して い た .
4 . 生体内で測定 した Brd U-LI ほ, 正常骨髄細胞 より極め て
低値であり, Ts, Tpotも長い こ とか ら , 急性白血 病細胞の増殖
力は弱く , 寿命 の長 い細胞 の 蓄横が増殖動態の 特徴で ある こ と
が 確認 され た .
5 . Brd U-LIと 予後と の 関係で は , C R到達群で , 標識率が 有
野
意に 低値 であ っ た ･ また , 再発群 と C R維持群で ほ , 再発群で
標識率が や や 高い 傾向に あ っ た が , 有意な差 ほ なか っ た .
6 ･ 本研究で 検討 した 方法に よ り ′ 迅速 で 正 確な白血病細胞
の 増殖動態の 解析が で きる こ と が 判明 した ･ さ らに本法ほ大量
の 細胞 を瞬時 に して 解析 でき , 同時 に D N A異数体 な どの
D N Aの 量的腰析も可能な こ とか ら , 有用 な 手段 と考え る.
謝 辞
稿を終え るに あた り
, 御指導と御校閲を賜りま した 恩師松 田保教授に
深甚な る謝意を表 し ます ･ また , 終始御指導と御助言を頂 きま した中村
忍助教授をは じめ 第三 内科学教室の 諸先生方に 深謝い た します .
なお , 本論文 の 一 掛 ま, FC M-Cell Biolog y･ フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 合
同研究会 , パ ネ ル デ ィ ス カ ッ シ ョ ン (199 0軋 東京), 第22回国際血液学
会総会 (1988年 , ミ ラ ノ) に お い て発表 した .
文 献
1) Ho w a rd, A . & Pelc, S. R. : Synthe sis of de o xyribon u･
Cleic a cid in n or m al nd irr adiated c ells a nd its relatio nto
Chr o m os o m ebr e akage . Her edity(s up pl), 6, 261-273(1953).
2) Qu & Stler, H ･ & S he r m a n, F . G . : Cellpopulation
kin etic sinthe inte stin al epitheliu m ofthe m o u s e. Exp. Ceu
Resり 1 7, 420-438(1959).
3) Cla rks o n, B . , O h kita, T . , O ka, K . & Fried, J.:
Studie s of c ellular pr olifer atio n in hu m a nle uke mia. I.
estim atio n of gr o wth rate s of le uke mic a nd n or m al he m atop
-
Oietic cells in tw o adults with a c ute le ukemia giv e n single
injectio n s of tritiated thymidin e. J. Clin . In v e st., 46, 506-529
(1967).
4) Mu rphy, S. B. , Au r, R . J. A . , Sim on e, J. V. ,
Ge o rge, S. & M a u e r, A . M . : Pr etr e atm e nt cytokinetic
Studie sin 94childr e n with a c ute le uke mia; r elatio nship to
Other v ariables at diagn osis a nd to o utc o m e of sta ndard
tr e atm e nt. Blo od, 49, 683-691(1977).
5) Sa u nders, E . F. , La mpkin , B. C. & Ma u er, A . M .:
Variation of pr oliferative a ctivityin le ukemic c e11populations
Of patie nts with a c ute leuke mia . J. Clin . In v estリ 46,
1356-1363(1967).
6) 太田 和雄 : 3H サ イ ミ ジ ン の 血 液学 へ の 応用 . 日血 会乱
27, 693-704(1954).
7) 土屋 純 , 茂木正 毅 , 佐藤貞夫, 島野俊 一 , 小野垣 義男,
須 田哲夫 , 蒙 民光 , 前川 正 : 急性白血病 に お ける骨髄およ
び 末梢白血病細胞 の 増殖能 の 検討 . 臨 床 血 液 , 15, 85 ト857
(1 974).
8) Gratz n er, H . G . & Leif, R. C . : An im m u noflu oresce蠣
n c e m ethod for m o nito ring D N Asynthe sis by flo w cyto met
'
ry. Cyto m etry, l, 385-389(1 981).
9) Gratz n er, H . G . : M o n o clo n al a ntibody to 5Tbro m o-a nd
5-iodo-de xyu ridin e : A n e w age nt for dete ctio n of DNA
r eplic atio n. Scie n c e, 2 18, 474- 75(1 982).
10) Szybalski, W . : Ⅹ-r ay S e n Sitiz atio n by halopyri mi dines
･
Ca n c erC hem other. Rep., 58, 539-557(1974).
11) Ka w ata, T. , Yo n eya m a, Y . , Sugiya m a, K . , O hya n1 8･
S . , Ko s aka , T. , Ya m agu chi, A . , M iw a, K . &.Miya z ak
i･
I･ : Pr olifer ativ e a ctivity7 0f e a rly ga stric c a n c er m e asdred
by
in vitr o a nd in viv obr o m ode o xyuridin elabeling･ Ca n c er･ 64･
急性白血病細胞の 細胞 回転
165-1668(1989)･
12)Ra z a, A ･ , Uc a r, K ･ & Pleisle r, H ･ D. : Do ublelabeling
and in vitr o v er s u sin viv oin c orpor atio n of brom ode o xyu ridi-
n ein patie nts with a c ute n o nlym pho cytic le uke mia. Cyto m-
etry, 6, 633
-640(･1 985)･
13)Da n ov 8, M ･ , W ils o n, G･ , Ricc a rdi, A . , Ma zzini, G. ,
Uc ci, G . , Gio rda n o, M . , Br ugnatelli, S. , Lu o ni, R. ,
McNally, N . J. & Asc a ri, E . :In vivo administr atio n of
bro mode o xyuridin e a nd flo w cyto m etry fo r c ellkin etic
studiesin hu m a n m align a n cies. He m atologic a, 72, 11 5-119
(1987).
14) Dolbear, F･ Gr atz n er, H. , Palla vicini, M . G. & Gr ay,
J. W . : Flo w cyto m etric m e as ur e m e nt of total D N Ac o nte nt
and in c orpor ated br o m ode o xyu ridin e. Pro c. Natl. Ac ad. Sci.
U S A, 8仇 5573-5577(1983).
15) 高橋 学, 佐々 木功典 , 村上 知之:Br o m ode o xyuridine 標
識に よ る細胞動態の 解析 . 最新 医学 , 40, 80 牒4(1985).
16) Nakam u ra , S. , Takeda , Y . & Ka n n o, M . : Pr a ctic al
usesof br o m ode o xyuridin e in the field of diagn ostic
CytOlog y. M itteilu ngsdie n st-G B K, 17, 102-1 05(1 989).
17) 中村 忍 , 武 田 康 , 小林和美 , 吉 田 喬 , 大竹茂樹 , 伊
藤恵子 , 神野正 敏 , 平井潤子 , 松 田 保 : 塗抹乾燥標本 お よび
bro m ode o xyuridin e用 い た in viv oに お け る ヒ ト白血 病細胞動
態の解析. 日臨細誌, 27, 53 ト535(1988).
18) Naka m u r a, S. , Takeda, Y . Ka n n o, M . , Yo shi da , T.
O htake, S. , Kobaya shi, K . , Okada, Y . & Mats uda , T . :
Ap plic atio n of br o m ode o xyuridine (Brd U) a nd a nti-Brd U
m o n oclo n al a ntibody forthe in viv o a n alysis of pr olifer ativ e
Char acteristics of hu m a nle ukemic c ells in bo n e m arr o w s.
Onc olg y, 48, 285▼289(1991).
19) 高橋 学 : Flo w cyto m etry の 生物学 へ の 応用 . 化学と 生
軌 21, 728-738(1 983).
20) 土屋 純, 前 川 正 : 白血 病細胞 の 細胞 回転. 医学の あゆ
み, 128, 967 月72(1 984).
21) 島袋智之 : Flo w cyto m etry に よ る br o m ode o丈yu ridin e
(BrdU)/D NA 同時解析法の 応用 , 1 . そ の 基礎的 ･ 技術的検
討. 泌尿器科紀要, 34, 1339-1348(1988).
22) Bagw ell, C. B . , Huds o n, J. L. & Irvin , G. L. ‥
No npara m etri･C flo w cyto m etry a n alysis. J. Histoche m.
Cytoche m. , 27, 293-296(1979).
23) Sa sak i, K ･ , M u r aka mi, T ･ & Takaha shi, M . : A r apid
andsimple estim ation of c ellcycle par a m et rsby c o ntin u o u s
labeling with br o m ode oxyuridin e. Cyto m etry, 8, 526-528
(1987).
24) Ste el, G . G. : Gro wth Kin etics of Tu m or s, 1st ed. ,
P86-216, Oxford Univ er sity Pr es s, Oxford, 1977.
25) Ricc a rdi, A. , I)a n o v a, M . , Dio nigi, P . , Cebr elli, T. ,
Butti, G･ , M a z zini, G . & W ils o n, G. : Cell kin etic s in
le qkemia a nd s olidtu m o rs studied with in vivo brom ode o x-
yuridin e a nd flo w cyto m etry. Br. J. Ca n c er, 59, 898-903
(1989).
26) sa saki, K . , Mu rak& mi, T . , Ogin o, T. , Takahashi, M .
& Ka wa s aki, S･ : FIo w cyto m etric estim atio n of c ellcycle
param eter s u sing a m o n o cIonala.ntibody to br o m ode o xyuridト
673
n e･ Cyto m etry, 7, 391-395 (1986).
27) Ho shin o, Y ･ , Ito, S. , Asai, A . , S hibuya , M . , Pr ado s,
M ･ D ･ , Dods o n, B. A . , Da vis, R . L. & W ils o n, C . B. : Cell
kin etic a n alysis of hu m a nbr ain tu m ors by in situ do uble
labelling with bro m ode oxyuridin e a nd iododeoxyuridin e. Int.
J･ Ca n c er, 50, ト5(1 992).
28) 吉野内光夫 ‥ 抗 Brd U抗体と Ki-67を用 い た 子宮癌 の 検
討 . 日痛治誌, 69, 251-252(1987).
29) Ta ra o, K･ , S hir niz u, A . Ha r ada, M . , O hka w a, S. ,
O ka m oto ･ N ･ ･ Ku ni, Y ･ , Ito , Y･ Ta m ai, S･ , lim o ri, K. ,
Sugim a s a, Ⅰ･ , Take mia, S･ , O ka m oto , T . , Ino u e, T . &
Ka nis a w a, M ･ : In vitr o uptake of br o m ode o xyu ridin e by
hu m a nhepato c e11ular c ar cin om a a nd its relatio nto histopath-
01ogic findings a nd biologic behavior■ Ca n c er, 6 8, 1789-1794
(1991).
30) 小林正喜‥ 泌尿器系悪性腫瘍 に お け る bro m odeo xyuridin e
(Brd U) 抗体を 用 い た 標識率(LI) の 臨床的意義 . 日 大 医誌 ,
49, 724 イ33(1990).
31) Yo shida, T･ , Hat to ri, K リ Nakam u r a, S . , M ita m u r a,
E ･ , Kobaya shi, S ･ , O htake, S･ & Ta nim oto , K･ : A sim ple
r apida utoradiogr aphy王o r
3汁thymidin elabelinginde x a nd its
ap plic atio nto ther ap yof adult a c ute le uke mia. Ca n c er, 46,
2298-2307(1 980).
3 2) 小川 一 誠 : 細 胞回 転 と 癌化学療法 . 癌 と 化学療法 , 3,
1 093-1101( 971).
33) 大竹茂樹 , 小林三 郎, 吉 田 喬 , 中村 忍, 谷本 一 夫 , 服
部絢 - ‥ 成 人急性非 リ ン パ 性白 血 病 に お け る N4 -Bebe n oyト
1Lβ-d-ar abin ofur a n osylcytosin eに よ る S-pha a epartialsyn chr oT
niz atio n の 試み . 臨床 血液, 22, ト10(1981).
34) Baish, H･ , Gohde, W . & Linden , W . A . : AnaIysis of
P C P-data to dete r min ethe fr actio n of c ells in the v ario u s
phas es of c elIcycle , Radiat. En vir o n. Biophys. , 1 2, 31-39
(1975)一
35) Dea n, P ･ N . & Jett, J. H. : Mathe m aticala n alysis of
D N Adistributio nsde riv ed fr o mflow micr oflu or o m etry. Cel
Biol. , 6 0, 523-527(1974).
3 6) Fo x, M ･ H･ : A m odel for the c o mputer a n alysis of
Syn Chro n o us D N A distr butio n s obt ain ed by flo w cyto m etry.
Cyto m etry, 1, 71-77(1980).
37) Fried, J. : Method forthe qu a ntitative ev alu atio n o王
datafr o mflo w mic roflu or om etry. Co mput. Bio m ed . Res . , 9,
263-276(1976).
38) M oIstyn , G. , Pyke, K. , Ga rdn e r, J. , A$hr oft, R . ,
Fa zio, A . & Bhathal, P . :Im m u n ohistoche micalide ntific a ト
io n of pr oliferating c ellsin orga n c ultu re u sing bro modeo xyur
ridin e a nd a mon oclonalantibody. J. Histo che m . Cytochem .,
34, 697- 01(198軋
39) Mo r a n, R･ , Dar 2:ynk ie wic z, Z . , Staia n o c oic o, L . &
M ela m ed, M ･ : Dete ctio n of 5-br o m ode o xyu ridin e(Brd Urd)
in c o rpor atio n by m o n oclo n al a ntibodie s. J. Histo che m.
Cyto che m ., 3 3, 82 ト827(1985).
40) 田中敬正 , 高橋正 治 , 黒田 康正 , 太 田文彦, 文珠敏郎 , 三
好豊 ニ , 山辺博彦 : 放射線増感剤 ハ ロ ゲ ソ 化 ビ リ ミ ジ ン の 頭頸
都塵瘍 へ の 応用 . 臨床放射線 , 14, 765-775(1969).
674
41) 星野孝夫 : B A R療法に よ る 悪性脳腫瘍 の 治療 . 脳 と 神
経 , 20, 601 牒11(1 968).
42) 永井政勝 . 松 谷雅生 , 星野孝夫 , 山田 久 , 佐野圭司 , 高
倉公明, 亘 理 勉 : 脳腫瘍に おけ る放射線 と の 併用療法の 進歩
- B A R療法 の 遠隔成績を中心 に - . 痛 の 臨床 , 22, 1049-1053
(1976)/
43) 中村 典 :5-ブ ロ モ ー 2ー-デオ キ シ ウ リ ジ ン . 生体の 化学 ,
35, 581-582(198姑
44) Go z, B . : T he effe cts of in c o rporatio n of 5-haloge n ated
de o xyu ridin e sinto the D N Aof e ukaryotic c ells. P har m a c ol.
Rev ., 29, 249-272 (1978).
45) Ho shin o, T. , Naga shim at T . , M u r o vic, J. , Le vin , E .
M . , Levin , V . A . & Rup p, S. M . : Ce11 kin etic studie s of in
Situ hu m a nbrain tu m ors with br orn ode o xyu ridin e. Cyto m et-
ry, 6, 627-632(1985),
46) Joseph, P. K . , Ma ruya ma , Y. , Tll ng, L . A . , Bo nd,
S . B. & Rev e $2, L. : T he fate of 5-br o m ode xyu ridin e,
5-br o m ode o xycycidin e, a nd 5-iodode oxyuridine in m a n.
Can c erRe s., 23, 260-268(1 963).
47) Ra z a, A . , M &heshw a ri, Y. & Pr eisler, H . D . :
Differ e n cie sin c ellcycle thara cteristic s a m o ng patie nt with
ac ute n onlympho cyticIe uke mia . Blo od. 69, 16 47-1 653(1 987).
4 8) 高木 滋 : Flow cyto m etry を 用 い た腫瘍 マ ー カ ー と して
の D N Aa n e uploidy の 検 索 . が ん 治 療 の あゆ み , 7, 83-91
(1988).
49) 島袋智之, 山本光孝, 三 井 博, 山本憲男 , 酒徳治三郎 ,
篠 原 陽 - : Flo w cyto m etry を 用 い た Bro m ode o xyu ridin e
(Brd U)/D N A As say の 研究. 日癌治誌 , 24, 1249-1 255(1 989).
50) Ra z a, A . , Uc a r, K . , B haya n a, R . , Ke mpski, M . &
野
Pr eisle r･ H ･ D･ : Utility a nd se nsitivity of a nti BudU
a ntibodie sin as s es sing S- pha s e c ells c o mpar ed to autoradio-
graphy. Cell Bio che m. Fu n ct., 3, 149-153(1985).
5 1) 大山繁和 ･ 米村 豊, 松本 尚, 津川浩 一 郎 , 岩佐和典,
瀬川正 孝 , 木村寛伸 一 鎌田 乱 竹Jtl 茂, 小坂健夫, 三輪晃
一
, 宮 崎 達夫 : On e par a m et r a n alysis と two par a meter
a n alysis の 細胞周期解析結果の 対比･ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
,
9, 5′2-56(1989).
52) Co11y･ L ･ P ･ ･ Pete rs, W ･ G･ ･ Her m a n s, J･ , Ho nders,
W ･ A･ & W ille m ヱe, R . : Pe rc e ntage of S-Pha s e c ellsin bone
m arr o w aspir ates, biopsy spe cim e n s and bo n e m arro w
asplr ate S C Orr e Ct d for blo od dilutio n fro m patie nts with
a c utele uke mia. Le uk. Re s. , ll, 209-213(1987).
53) Begg, A. C . , McNally, N . J. & S hrie v e, D. C. : A
m ethod to m e as u rethe du r atio n of the D N Asynthesis a nd
the potential do ubling tim efr o m a slng e s a mple. Cytom et･
ry, 6, 620-626(1985).
54) W imbe r, D･ E ･ & Qu a stler, H . : A
14
C, a nd 3H-thymi di-
n edo ublelabeling te chniqu ein the study of c ellpr oliferation
in trades c a ntia ro ot tips. Exp. Ce11 Re sリ 30, 8～22(1963).
55) H ille n, H . , W e ss els, J. & Ha a n e n, C. : Bo n e- m arrO W-
pr olifer atio n patter n s in a c ute myelobla stic le ukemia
deter min ed by puls e cytophoto m etry. La n c et, 1, 609T611
(1975).
5 6) Do sik, G. M . , Ba rlogie, B. , Smith, T. L. , Geha n, E.
A. , Ke ating, M . J. , McCr ed ie, K. B. & Fr eireich, E . J. :
Pr etr e atm entflow cyto m etry of D N Ac o nte ntin adult a cute
le uke mia. Blo od, 55, 474- 82(1980).
Studies onthe Ce11Cycle of Ac ute Leuke mic CeIIs‥ Flo w Cyto m etric An alysis byin vivo Administration of
Br o m odexyu ridin e Mas atoshi Kan n o, Depart m e nt ofInternal Medicine(Ⅲ), Scho ol of Medicine, Ka n aza w a
U miv ersity, K an aZaW a920
- J. Ju z e nMedSoc. ,101,663
- 675(1992)
Eey w ords ac uteleukemia, bro m ode oxyuridine, C e11cycle, flow cytom etry,Sphase
A bstr act
In order to studythepossibility of an alizingln Viv o c ell kinetics ofle uke mic cellsin bo ne m arr ow ofpatie nts withac ute
le uke mia, u Singbro m ode oxyuridine(BrdU)a ndits mon oclonal an tibodyby no w cyto m etry, the Brd U-1abelinginde x(BrdU-
L I), the duration of D N Asynthetic phase(T5)andthe poten tial do ubling tim e(Tpot)w ere c alc ulated. Aninfbrm ed consent
W aS Obtain ed fro m each of the 22patie nts, and the patientswere administra ted 200 mghn
2
0f Brd Uby bolusintravene o u S
lqeCtionpn orto che motherapy･ T he bon e m ar r OW Ce11s w re asplrated th irty min utes after theinJeCtion and theleuke mic
Cels w ere鮎 ed with 70% of - 20℃-C O Oled ethan ol. A fterbeingdenaturated wi th 2 N HCl, the cells were stainedbyindi-
r e c tim m un 0- fluoresc ent m ethod using anti Brd U- anti body and FIT C
-C O nJugatedgoat anti- m OuSe a n tibody･
r
me n, the cells
W ere Stain ed withpropidiu miodide(PI), a nd biv ariatedistribution s of BrdU and D N Ac onte nt w eresim ultan eo u slydeter-
min ed byflo w cytom etry(E PIC S-C S)･ T he v alues ofBrd U- L Iof thele uke mic c ells r angedfrom 2.4to 18.2%(m ean
lO･4%), Which weresign摘c antlylow erthan those ofleuke mic c e11sin Sphas e c alc ulated fro m D N A histogram . It w a sc o n-
Sidered thatthedifftren ce rs ulted&o mtheprese nc e ofthe n umber ofc ellshavingSphaseDN Aco ntent without DNA syn
-
thesis;quiescent(S6)cells･ The seco nd Brd Udripinfusio nsfbr 150minutes of200mghn2 w er eperfbrm edto pbtain the
in creasedvalue ofBrdU-LI duringtheinte rval betw eenthe Brs t
'
bolusinfusion and the endof血e sec onddripinfusion･ The
lengthof TbandTpot w as estim ated by the regressio nlin e obtained by plotting tw o values of Brd U- LI; BrdU-LI･ 1a nd
急性白血病細胞の 細胞回転 675
Brd U- LI
･ 2･ T hese resultswer e similar to those estim ated uslng Other m ethods ･ Conce rn1ngthe relationshipbetw een these
values a ndprogn osis,the valu es of BrdU- LI in c o mplete re missio n(CR)-e nteredpatients w ere signific an tlylowerthanthose
Ofpatie nts who had n ot sofar reSpO ndedto tre atm e nt(failure patie nts)･ Further more,the values ofBrdU-LI in relapsed
patie nts tend dtobe higher thanthose ofCR
- m aintain ed ones, altho ughthedifftre nc e w as n ot statistic 11yslgni 丘c an t. Flo w
CytOm etric an alysIS Of bivariatedistributions of Brd U and D N Ac ontentm akesit possible tore cognlZein viv o cellcycle
Par ameterS Ofleuke mic cells m ore e a sily andrapidly with high acc uracy than the other m ethods.
